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Abstract
The application of scanning electrón microscopy (SEM) in the back-scattered electrón
emission mode (BSE) represents a very promising method in the study of the lichen/rock
interface. SEM-BSE also can contribute to a better understanding of the relations bet-
ween the symbionts of crustose lichens, of rock-inhabiting organisms in general, and bio-
deterioration processes. Moreover, BSE composition images of finely polished transverse
sections through the contact zone, combined with energy dispersive spectroscopy (EDS),
may supply informations about biogeophysical and biogeochemical weathering. Examples
are given and illustrated here, using one folióse (Parmelia conspersa) and two crustose
lichens (Aspicilia sp., Lecidea auriculata).
Dedicamos este artículo a nuestro amigo y colega GERHARD FOLLMANN, "don GERARDO",
con motivo de su sexagésimo aniversario y jubilación, como recuerdo a su estimulante
introducción a la liquenología impartida en la Universidad Complutense de Madrid en 1975.
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Introducción
La observación de la interfase talo liquénico-sustrato reviste interés en el estudio
de talos epilíticos que tienen parte de su biomasa situada endolíticamente o de
talos endolíticos. En este caso es interesante investigar si los simbiontes están en
una situación de organismo chasmoendolítico, criptoendolítico o euendolítico. En
la forma de vida endolítica otros organismos como algas, hongos, eubacterias y
cianobacterias se encuentran asociados a los simbiontes liquénicos. Aunque la
mayor parte de los esfuerzos por conocer el aspecto de los organismos que subya-
cen bajo la superficie de la roca han sido llevados a cabo por microscopía electró-
nica de barrido (SEM) obteniéndose interesantes resultados, es evidente que la
microscopía de barrido cuando se trabaja en la forma tradicional, es decir utilizan-
do para la formación de la imagen los electrones secundarios, no permite aproxi-
marse al conocimiento ultraestructural de los componentes celulares de los orga-
nismos que están presentes en fisuras, poros y cavidades.
Existen algunas investigaciones, desde hace dos décadas, donde se ha aplicado
microscopía electrónica de transmisión (TEM) para obtener un mejor conocimien-
to de los microorganismos endolíticos. KUSHNIR et al. (1978) investigaron las hi-
fas de aceite ("oil hyphae") de varios talos liquénicos endolíticos. Para poder pro-
cesar las hifas endolíticas para TEM los autores debieron de separar los elementos
endolíticos de su sustrato. En 1982 FRIEDMAN investigó la ultraestructura de los
simbiontes de un liquen criptoendolítico del Desierto Antartico Frió mostrando las
relaciones entre el fotobionte Trebouxia y el micobionte. FRIEDMAN y KORIEM
(1989) mostraron estados de degradación en la ultraestructura de los simbiontes,
de un liquen criptoendolítico, para lo cual extrajeron por disección bajo el micros-
copio las estructuras orgánicas insertas en la roca, procesándolas posteriormente
para TEM.
La primera observación de la ultraestructura de los componentes biológicos de un
talo liquénico adherido a un sustrato rocoso, procesando conjuntamente el talo y
el material mineral para TEM fue llevado a cabo por ASCASO y OLLACARIZQUETA
(1991). Esto permitió obtener un buen conocimiento de la ultraestructura de las
células del talo y también de las relaciones entre estas células y los minerales ad-
yacentes. Sin embargo la microscopía de transmisión presenta muchas limita-
ciones en el estudio de la interfase talo liquénico-sustrato lítico. En 1994 WlERZ-
CHOS y ASCASO han puesto a punto una técnica para la observación de la interfase
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talo liquénico/sustrato trabajando con SEM en modo de electrones retrodispersa-
dos (SEM-BSE).
En el presente trabajo se muestran las posibilidades de la aplicación de la técnica
SEM-BSE en la investigación del conjunto de los elementos biológicos y minera-
les que constituyen la interfase talo liquénico/sustrato. La información que se ob-
tiene permite conocer algunos aspectos ultraestructurales de los simbiontes y de
otros elementos vivos que les acompañan. La posibilidad de trabajar de modo si-
multáneo con un equipo de dispersión de energía de rayos X (EDS), permite in-
vestigar la relación de los elementos endolíticos (talos u otros organismos vivos)
con los minerales. Esto proporciona la posibilidad de centrar la investigación, si
se desea, en el biodeterioro producido por talos liquénicos, pudiéndose llevar a
cabo investigaciones sobre las características y el tipo de alteración biogeofísica o
biogeoquímica) que ejercen los talos en el sustrato lítico.
Material y métodos
Los talos de Parmelia (Xanthoparmelia) conspersa (EHRH.) ACH., Lecidea auri-
culata T. FR. y Aspicilia sp. fueron recolectados en rocas graníticas en Bustarvie-
jo de la Sierra, Madrid. El talo de P. conspersa fue preparado según las técnicas
convencionales para TEM (ASCASO et al. 1988). Los talos de P. conspersa y de
las otras dos especies unidos a sus correspondientes sustratos fueron cortados
transversalmente con una sierra de diamante. A continuación fueron procesados
en modo similar al utilizado convencionalmente para TEM y finalmente incluidos
en LR-white. Posteriormente los bloques fueron teñidos opcionalmente con citrato
de plomo (REYNOLDS 1963). Para más detalles consúltese WlERZCHOS y ASCASO
(1994). Finalmente las muestras fueron examinadas con un Zeiss 960 DSM
equipado con detector BSE y con EDS Link Isis, sistema de microanálisis.
La composición química en análisis puntual fue determinada cualitativamente
usando corrección ZAF. Los análisis EDS fueron útiles para determinar la con-
centración relativa de elementos en las fracciones micromorfológicas de las lámi-
nas de mica. Para este propósito fueron calculadas las relaciones de cuentas netas
de los picos de K (Ka) y Fe (Ka) relativas al Si (Ka).
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Resultados
Las figuras 1 y 2 (lám. 1) ilustran el aspecto que presenta el fotobionte Trebouxia
en una muestra del talo foliáceo de Parmelia conspersa, observada en TEM y en
una preparación examinada en SEM-BSE. En ambas se aprecia el cloroplasto
centrado en la célula y en el interior del mismo el pirenóide y los pirenoglóbulos.
Las hifas del micobionte que rodean la célula algal presentan vacuolas y cuerpos
lipídicos característicos.
En la figura 3 (lám. 1) se observa una red de fisuras por donde penetra en la roca
el talo de Lecidea auriculata. La flecha señala la fisura más importante donde
conjuntos de algas y hongos pueden ser observados. La figura 4 muestra un de-
talle de un alga rodeada de hifas. En estas últimas son claramente distinguibles
cuerpos lipídicos y vacuolas. En algunas fisuras el material biológico es menos
abundante y se observan fragmentos de minerales que por su aspecto parecen
arrancados de las paredes de las mismas. Estas partículas minerales aparecen ge-
neralmente envueltas en conjuntos de hifas. La técnica EDS permite conocer la
distribución de elementos en las partículas. En este caso se trata de feldespato y
cuarzo. También hay que fijar la atención en la composición química de las partí-
culas en relación con los minerales de las paredes de la fisura. Composiciones
químicas diferentes podrían indicar desplazamientos longitudinales de las partícu-
las en la fisura.
Cuando se observa la superficie de la roca se obtienen imágenes como la presen-
tada en la figura 5 (lám. 1). Fragmentos de uno de los minerales de la roca han
sido arrancados de la misma quedando situados entre las hifas. Las flechas blan-
cas indican el material que ha sido arrancado de la roca y sigue sus contornos,
mientras que la flechas negras muestran compuestos formados de nuevo. Estos
compuestos analizados por EDS muestran que se trata de oxalato calcico. La ima-
gen presentada en la figura 6 corresponde a un talo de Aspicilia sp. con sus capas
Lám. 1: (1) Fotobionte de Parmelia conspersa (Trebouxia) observado en microscopio electróni-
co de transmisión (C = cloroplasto, P = pirenóide, pe = pared celular, flechas = pireno-
glóbulos, x 20 000). - (2) Fotobionte de P. conspersa observado en microscopía electró-
nica de barrido trabajando en modo de electrones retrodispersados (SEM-BSE). En la
parte izquierda del fotobionte puede observarse cuerpos lipídicos en el citoplasma del
micobionte (C = cloroplasto, M = micobionte, P = pirenóide, pe = pared celular, flechas
= pirenoglóbulos, x 7500). - (3) Red de fisuras por donde penetra en la roca el talo de
Lecidea auriculata (x 50).
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pe
(4) Detalle del material biológico encontrado en una fisura por donde penetra el talo de
L. auriculata (F = fotobionte, M = micobionte, V = vacuola, flechas = cuerpos lipídi-
cos, x 3000). - (5) Zona superficial próxima al talo de L. auriculata. Las flechas blan-
cas señalan los contornos de los fragmentos del mineral arrancado de la roca; las flechas
negras indican nuevos compuestos (x 150). - (6) Interfase entre el talo de Aspicilia sp. y
la roca granítica. Las flechas señalan la parte del fragmento del mineral que sigue los
contornos de la roca subyacente (A = zona algal, C = córtex, Me = médula, x 160)
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características de córtex, zona algal y zona medular. De una forma similar a la fi-
gura anterior aquí también se observan fragmentos de minerales arrancados de la
superficie de la roca y la forma en que estos quedan englobados entre las hifas.
En este talo puede observarse como entre el mineral original y el mineral arranca-
do se establecen conjuntos de algas.
Cuando en la superficie de la roca aparecen minerales micáceos (en este caso se
trata de biotita), las imágenes como la de Lecidea auriculata mostrada en la figu-
ra 1 (lám. 2), presentan grupos de algas y hongos intercalados entre las láminas de
los mismos. La aplicación de la técnica de microanálisis permite investigar la
composición química de dichas láminas observándose una disminución de las
cantidades de potasio en ellas en relación con el contenido en potasio de la mica
original (fig. 2, lám. 2). Se han microanalizado siete puntos diferentes de la mica
inserta en la roca y de las láminas exfoliadas y se han calculado las relaciones
K/Si y Fe/Si. La relación K/Si es 0,31 para la biotita presente en la roca y de 0,04
para las láminas exfoliadas. La relación Fe/Si es 0,29 para la biotita original y
0,28 para las láminas.
Aunque esta exposición de resultados ha conducido al lector desde las fisuras
hasta la superficie, las siguientes imágenes tratan de mostrar algunas perspectivas
de la fisuras, centrando la atención en el material biológico de las mismas. En al-
gunas de las fisuras próximas a la superficie, se observa con frecuencia una orga-
nización anatómica de los simbiontes semejante a la del talo, con estructuras ex-
ternas en forma de córtex y en el interior médula y zona algal como en la fisura de
la figura 3 (lám. 2). Dicha fisura tiene un diámetro de 160um. En el interior
existen pequeños fragmentos minerales y posiblemente materiales neoformados
cuya composición puede ser determinada por SEM-BSE con EDS. La fisura de la
figura 4 (lám. 2) de 80 [im de espesor, muestra un paquete de hifas. La ultra-
estructura de las mismas es bien identificable a mayores aumentos. La figura 5
(lám. 2), obtenida bajo el talo de Lecidea auriculata, muestra una fisura de 25 um
en la que aparecen células que posiblemente son cianobacterias. En la fisura de la
parte de abajo de mucho menor espesor se observan fragmentos de material mi-
neral. En la figura 6 (lám. 2), fisuras alejadas de la superficie 3 mm y de espe-
sores en torno a las 10 um, presentan células aisladas de difícil identificación
hasta el momento.
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Lám. 2: (1) Elementos del talo de Lecidea aurículata intercalados entre laminas de mica. Las
flechas blancas señalan hifas y las negras algas (x 200). - (2) Espectro obtenido por
EDS en las zonas 1 y 2 de la figura 1 (zona 1 = curva interrumpida, zona 2 = curva con-
tinua). - (3 - 6) Fisuras bajo el talo de L. aurículata. - (3) Organización en forma de
córtex, zona algal y médula (x 400). - (4) Conjunto de hifas (x 350). - (5) La fisura in-
ferior presenta estructuras con aspecto de cianobacterias (x 300). - (6) Organismos uni-
celulares presentes en pequeñas fisuras alejadas 3 mm de la superficie (x 420)
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Discusión
En este trabajo se han presentado en primer lugar imágenes del talo de Parmelia
conspersa para mostrar que en microscopio de barrido y tras una adecuada prepa-
ración de la muestra, se pueden llevar a cabo observaciones del interior de las cé-
lulas que se aproximan a las que pueden obtenerse al observar los componentes
del talo por microscopía electrónica de transmisión. Se ha elegido un talo foliáceo
para mostrar esto por la facilidad que presentan estos talos para su procesamiento
para microscopía electrónica de transmisión, lo que facilita la obtención de una
imagen para comparar con la imagen BSE. La gran resolución de las imágenes
SEM-BSE permite la observación de los pirenoglóbulos, estructuras lipídicas de
un tamaño de 100 nm que están presentes en el pirenóide. Evidentemente, en el
caso de liqúenes foliáceos, fruticulosos etc. para la observación de la ultraestruc-
tura de mico y ficobionte no debe recurrirse a la microscopía SEM-BSE, ya que la
observación por microscopía electrónica de transmisión es fácil de llevar a cabo y
la mas adecuada. Sin embargo, si en estos tipos de talos liquénicos se desean in-
vestigar otros aspectos tales como el modo de fijación de estos talos al sustrato y
los posibles efectos de biodeterioro producido por estos modos de fijación,
entonces, la microscopía de barrido trabajando en modo de electrones retrodisper-
sados (SEM-BSE) resulta muy apropiada (ASCASO y WlERZCHOS 1994).
Aunque hablando en términos generales, para la investigación a nivel ultraestruc-
tural de los componentes de la simbiosis liquénica, la técnica más adecuada es la
microscopía electrónica de transmisión, sin embargo el aplicar dicha técnica en
talos crustáceos reviste muchas dificultades. En los talos crustáceos investigados
el material biológico está situado en parte epilítica y en parte endolíticamente.
Para la investigación por TEM de la ultraestructura de los simbiontes en estos
talos se ha tratado generalmente de separar la parte biológica del talo del sustrato.
Esto impide la observación de todo el talo y sus formas de penetración en el
sustrato.
La investigación ultraestructural de la parte epilítica y endolítica conjuntamente,
en talos que tengan ambos componentes, puede permitir avances en el conoci-
miento del comportamiento de la simbiosis. La observación ultraestructural en ge-
neral de microorganismos endolíticos sin necesidad de separarlos de su sustrato
puede permitir adquirir nuevos datos sobre aspectos ya investigados por otros
autores tales como la capacidad de algunos microorganismos para permanecer en
nichos ecológicos de ambientes extremadamente desfavorables (FRIEDMAN y
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OCAMPO-FRIEDMAN 1984), o sobre la recuperación de los microorganismos lito-
biónticos en rocas quemadas (GARTY 1992).
El estudio del posible efecto de biodeterioro producido por los talos liquénicos
con sus aspectos biogeofísicos y biogeoquímicos puede y debe ir unido con el
estudio citológico de foto y micobionte y otros organismos vivos que les acom-
pañan. La figura 6 (lám. 1) es un ejemplo de esto. En dicha figura se puede ob-
servar parte de la organización anatómica del talo y a mayores aumentos podrían
ser observados detalles citológicos del alga y el hongo. Por otro lado, las grandes
magnificaciones que pueden obtenerse con SEM-BSE pueden permitir estudios
citológicos comparativos entre las algas que están bajo el mineral y las de la zona
algal del talo. Por otra parte dicha figura y también la figura 5 (lám. 1) muestran
la capacidad mecánica que tienen las hifas del talo para arrancar materiales de la
superficie del sustrato. La simple observación de los contornos de los minerales
embebidos entre las hifas, permite admitir su pertenencia a la roca subyacente y
descartar la idea de contaminación cruzada. Se habla en términos de contamina-
ción cruzada para referirse a minerales que se encuentran bajo un talo pero pro-
ceden de una zona alejada, habiendo sido transportados por el agua o el viento. La
técnica de EDS permite ratificar la pertenencia de las partículas minerales a la
roca subyacente y tratar de investigar posibles procesos de alteración química
sobre estos fragmentos de minerales. La EDS permite también adquirir conoci-
mientos sobre materiales neoformados como los que aparecen señalados con
flechas negras en la figura 5 (lám. 1). En este caso se trata de oxalato calcico. CA-
NEVÁ et al. (1991) ya mostraron la acumulación de oxalato calcico en la interfase
entre Diploschistes sp. y volcanita. Para ello aplicaron SEM-EDS sobre un corte
de la interfase liquen-roca pulida sobre el que realizaron un mapeo del Ca.
Continuando con la investigación que puede ser realizada sobre la acción alterante
de los talos sobre el sustrato, en la figura 1 (lám. 2) algas e hifas asentadas en la
superficie de la roca granítica sobre un material micáceo, están situadas entre las
láminas de mica que se presentan exfoliadas. En un trabajo previo (ASCASO y
WlERZCHOS 1994) se observaba rotura de la estructura de la mica en lo que en
principio de modo similar a lo observado en los feldespatos de las figuras 5 y 6
(lám. 1), parece una rotura por acción mecánica. La investigación por EDS ha
mostrado que la composición química cualitativa de la zona exfoliada de la mica
y de la mica intacta es muy semejante, habiéndose detectado los siguientes ele-
mentos: Mg, Al, Si, K, Ti, Fe y O. Sin embargo, se ha detectado un cambio cuan-
titativo importante en la concentración de K. Las láminas de biotita muestran una
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disminución en la concentración de K en relación con el bloque compacto de mi-
ca. Por otra parte, la concentración del Fe sigue siendo la misma. El hecho de que
el potasio sea siete veces menor en las láminas que en el bloque de mica es pro-
bablemente el resultado de la actividad biogeoquímica de las hifas. El posible
bajo pH existente en el material del talo facilita la protonización y lavado del po-
tasio desde los lugares interlaminares. Aquí pues con toda probabilidad puede
hablarse de una acción mecánica unida a una acción química. Esta pérdida de
potasio por parte del material mineral en las inmediaciones del talo está de
acuerdo con los resultados obtenidos por FRIEDMAN (1982) en una arenisca de
Beacon colonizada por liqúenes criptoendolíticos. Esta acción química de los ele-
mentos biológicos intercalados entre las láminas de mica habrá estado posible-
mente favorecida por la posición de la mica en la superficie de la roca y expuesta
a numerosos agentes externos de la intemperie.
La investigación en el interior de las fisuras presenta también otros focos de
interés. Entre los ya citados están la capacidad de microorganismos litobiónticos
para colonizar rocas en una gran variedad de climas y ambientes, y las posibili-
dades de recuperación de microorganismos que colonizan rocas tras el fuego. El
estudio de la ultraestructura de la comunidad criptoendolítica de un valle de la
Antártida fue también considerado de interés por FRIEDMAN y KORIEM (1989)
que observaron sucesivos estados de degradación en las estructuras criptoendolíti-
cas y esto fue considerado una analogía a nivel terrestre de la desaparición de la
vida en Marte. Parece pues interesante poder investigar en el futuro el aspecto de
los elementos biológicos que viven en las fisuras in situ. Las figuras 3 - 6 (lám. 2)
muestran diferentes situaciones. Estas observaciones pueden también tener interés
en aspectos relacionados con la prevención y el control del deterioro de monu-
mentos. En este caso la flora liquénica debe ser identificada, debe evaluarse el
daño sobre la piedra y las causas que favorecen el desarrollo del liquen (NlMIS et
al. 1992).
La observación de los elementos vivos conjuntamente con los elementos minera-
les que les rodean pueden facilitar por el momento la elaboración de teorías sobre
su comportamiento ecológico. GOLUBIC et al. (1981) proponen un modelo sobre
los nichos litobiónticos. La observación de los elementos vivos de las fisuras y del
espacio en el que se encuentran dichos elementos, unidos a investigaciones por
EDS de la composición química de la superficie de contacto entre el material bio-
lógico y el mineral, pueden ayudar a comprender si se trata de organismos cripto-
endolíticos o euendolíticos o mas bien de situaciones intermedias.
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